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A request for examination has been filed in accordance with § 44 of the Law on Patents 

Cl aims 

1 . Process for heating aqueous suspensions or solutions of a living cell substance (frozen 
material) that have been frozen in a flat plastic pouch, 
characterized by the feature 

a) that the plastic pouch with the frozen material is placed between two heating plates that 
are capable of being driven apart from one another, whereby the frozen material is heated to a 
preselected temperature by these heating plates after they have been pressed together, 
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b) that, as a result of swiveling movements of the heating plates that are brought about at 
the same time as the heating process, convection, which increases the transfer of heat at the time 
of melting, is imparted to the frozen material, 

c) and finally that, when the melted frozen material has reached the preselected 
temperature, the plastic pouch with the melted frozen material is removed from its location 
between the heating plates that have then been driven apart from one another once again. 

2. Device for carrying out the process in accordance with Claim 1, 
characterized by the feature 

that the device comprises two heating plates (2a, 2b) that are selectively capable of being 
driven toward one another and that serve for accommodating a plastic pouch (1) that contains a 
frozen material, whereby the temperature to which the heating plates are heated is capable of 
being preselected, and whereby the heating plates are supported by a holding element (14) that is 
movable above a fixed base plate (15), and whereby the holding element is capable of being 
swiveled in a rhythmically elliptical manner by means of a swiveling device (6, 7). 

3. Device in accordance with Claim 2, 12 
characterized by the feature 

that measurement devices (20, 21, 22) are provided on the device, whereby, during the 
heating process, these measurement devices determine the surface temperature both at the heating 
plates (2a, 2b) and also externally on the plastic pouch (1). 

4. Device in accordance with Claim 3, 
characterized by the feature 

that, in order to measure the surface temperature of the plastic pouch, surface sensors are 
led through one heating plate (2a), whereby these sensors press on the surface of the plastic 
pouch (1) in a spring mounted manner. 

5. Device in accordance with Claim 3, 
characterized by the feature 

that mechanically operating probes (22) are provided that press, in an elastic manner, onto 
the plastic pouch (1) that contains the frozen material and they trigger a signal when the frozen 
material has melted completely. 

6. Device in accordance with Claim 3, 
characterized by the feature 

that measurement devices are provided that initiate the driving apart of the two heating 
plates and the hoisting up of the [previously] frozen material from the lower heating plate (2b) 
upon reaching the preselected temperature. 

7. Device in accordance with Claim 3, /3 
characterized by the feature 
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that each heating plate comprises a thermally and electrically insulating plastic sheet (19) 
to which a heating strip conductor plate (1 8) has been adhesively attached, whereby a thin heating 
conductor plate (17) is first applied to this heating strip conductor plate and then a copper sheet 
(16) is applied to the heating strip conductor plate. 

The invention pertains to a process and devices for heating suspensions or solutions of a I A 

living cell substance, such as e.g. units of stored human blood, that have been frozen in a flat 
plastic pouch, whereby these are termed the frozen material in the following sections. 

In the case of one such known process, it is usual to use larger units with a mass of 
approximately 50 - 500 g and to use thin slab-shaped samples, which have a layer thickness of 
approximately 5-10 mm, for the efficient utilization of deep frozen living blood cells or for the 
efficient provision of cryoglobulins. In the case of using such slabs, a uniform rate of change of 
temperature, i.e. change of temperature with time, can be obtained within limits of approximately 
10% for virtually the entire mass of the sample with the exception of the edge zone. The solutions 
that are being spoken of here are usually introduced into a plastic pouch, and then heat sealed and 
frozen in a slab-shaped holder in a way that is known as such. 

The heating process should be of the same order of magnitude as the freezing process in 15 
terms of the rate of change of temperature; however distinctly more rapid heating than 
corresponds to the rate of cooling should be striven for. As a result of this, the situation can be 
prevented in which devitrification occurs and hence, in the case of cells, intracellular ice is formed, 
for example. In order that a temperature gradient between the ice block, which is located in the 
geometric center of the slab, and the heated outer zone should not occur during the heating 
process, whereby such a temperature gradient would exert an unfavorable influence, forced 
convection is imparted, via shaking, to the medium in the interior of the pouch in the case of the 
known process. As a result of this, the transfer of heat to the melting ice is increased on the one 
hand and, on the other hand, one avoids the overheating of small portions of the aqueous solution 
that are in the vicinity of the walls [of the container]. 

The following procedural steps have been adopted in the past for heating the sample: 

- introducing the slab-shaped sample, which has been frozen into a pouch, into a water 
bath at e.g. 40 °C; 

- maintaining the slab shape of the melting sample during the process by means of special 
holders or containers; 

- moving the sample in the longitudinal direction at a frequency of approximately 4 Hz and 
an amplitude of approximately 8 cm; 

- removing the pouch from the water bath after a predetermined time that is known from 
experimental findings; 

- if the sample has thawed out completely, then the pouch is dried off and forwarded for 16 
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fixrther use. 

The disadvantages of this known type of heating process are the following: 

1 . The dwell time that is required in the water bath for thawing out purposes is highly 
dependent on the mass of the sample. Even small mass variations, which are common in practice, 
around a measured average value have led, as a consequence, to the situation in which the desired 
temperature of the sample after thawing out, e.g. 4°C, is significantly exceeded or fallen short of 
In addition, incomplete melting of the ice in the sample can frequently be ascertained, whereby 
this can lead, as a consequence, to serious losses in terms of the quality of the material. 

2. The operating procedure can take place only with specially trained and qualified 
personnel since the positioning of the slab shaped sample, which has been frozen in a pouch, has 
to be carried out as rapidly as possible at the time of immersion in the water bath because the 
thawing process sets in with full effect straight away at this moment in time. The liquid that is then 
produced in the sample deforms the sample in the case of deficient positional fixing. Rapid 
positioning is also of importance since forced convection in the sample has to set in at the 
beginning of the formation of liquid. 

3. A special holder or container, which keeps the sample in the shape of a slab, is required 
throughout the duration of the heating process. This circumstance requires either storing the 

sample in appropriate containers, whereby this increases considerably the cost per sample, or II 
introducing the sample into a container or holder in an intensely cold atmosphere, whereby this is 
associated with known difficulties (icing up, undesired heating of the sample, danger of freezing 
the hands of the personnel), especially in the case of storage in liquid nitrogen which is common in 
the medicinal sector. 

4. The required drying off of the sample brings about an additional loss of time and 
operating expense. Drying off is absolutely necessary because subsequent sterile handling is 
usually to be expected; water residues on the corresponding inlet or outlet connectors make 
sterility impossible. 

The problem that therefore forms the basis of the invention is to avoid the disadvantages 
of the known process, and to create a process that makes it possible to heat aqueous suspensions 
or solutions that have been frozen in a flat plastic pouch in a simple but safe manner. This problem 
is solved in accordance with the invention by the process that is characterized in the patent claims. 

This process is carried out in the following manner: the slab shaped samples, which have 
each been frozen in a pouch, are heated, via thermal conduction, with the help of electrical heat. 
In order to do this, the samples are introduced between two metal plates that are heated by means 
of an electric current. The surface temperature Toh of these heating plates is adjusted to a 
prescribed value that can be in the region of 40 °C or higher. Toh is maintained at this value with 
the help of a suitable regulating system that is known as such, whereby a maximal deviation in the 
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region of 1°C from the set average temperature value is permitted. During the heating up process, 

the surface temperature Tob is also measured externally on the plastic pouch, whereby /8 

this surface temperature is used as an indictor of the temperature Ti in the pouch. In order to do 

this, one merely needs to know the thermal properties of the plastic foil that forms the pouch in 

each case from which the temperature difference between Ti and Tob can be computed via the 

laws of heat transfer; the difference is of the order of 5°C. The surface temperature Tob of the 

pouch is also prescribed and is used for terminating the heating up process: the heating plates are 

removed from the sample as soon as Tob is reached. In addition, forced convection is imparted to 

the frozen material during the heating process, whereby this is carried out by providing the entire 

"heating plate/frozen material" system with appropriate relative movement. In order to increase 

the heat transfer coefficients at the "ice-like/liquid" phase boundary in the partially thawed out 

material, special movement is imparted in such a way that streaming of the liquid takes place, e.g. 

primarily parallel to the ice front. In order to do this, the frozen material / heating plate system is 

moved e.g. elliptically. The frequency of this movement is in the 1 - 10/s range, and the amplitude 

is 5 - 20 cm. 

The advantages of this process are numerous and are of decisive importance for the goal 
that is being striven for, namely an improvement in quality and the reproducibility of such quality. 
It meets the requirements in terms of a defined temperature in the material that has been heated 
up, and in terms of safety in handling, and in terms of its independence of the exact mass of the 
frozen material. 

A technical embodiment can be carried out in e.g. the following manner. 19 
The plastic pouch with the frozen material 1 (Figs. 1, 4, 5) is placed between the heating 
plates 2a, 2b that are positioned apart from one another. As a result, a contact [switch] is closed 
via a photoelectric barrier or mechanically and, as a result of this, the servomotor 3 drives the 
heating plates together via the pinion gear 4 and the toothed rod 5. The heating plate is pressed in 
a defined manner onto the plastic pouch by springs 5b that act in the stroke direction. A joint 5a at 
the end of the toothed rod permits the adaptation of the heating plated bearing surface to the 
frozen material, which is not exactly plane parallel, whereby this joint is constructed in the form of 
a connection between the toothed rod and the heating plate. The swiveling motor 6 then sets the 
holding element 14 in motion via a rotary disk and a connecting rod 7 or planet wheel 7b and sun 
wheel 7a; as a result of this, forced convection in the way described above is produced in the 
frozen material at the start of melting; the holding element 14 is hereby moved relative to the base 
plate 15. The heating plates are simultaneously heated to the selected temperature Toh. With the 
help of thermal sensors 9, 10 and mechanical probes 1 1 within the heating plates 2a and 2b, the 
temperatures of the heating plates Toh [and] of the frozen material on the outside of the foil 
pouch Tob and the ongoing melting of the ice are ascertained during the process via the 
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mechanical probes in conjunction with a length measuring device. The thermo-elements are 

assembled from copper/constantan bimetallic strips. Sensors 20 for the measurement of Toh are 

soldered into the copper sheets 16 (Fig. 2); in order to measure Toh, surface sensors 21 are led 

through the heating plates onto the plastic pouch and press, in a spring mounted manner, onto the 

measurement locations in order to permit an essentially falsification-free measurement of Tob. The 

mechanically acting probe 22 is also led in a springy manner onto the frozen material so that, with 

increasing melting, it penetrates into the solution that has already become liquid. If ice is no /10 

longer present, the probe makes measurements throughout the full depth of the frozen material 

and actuates an acoustic and optical display in order to signal the end of the melting process. The 

heating up process can then be terminated as a result of this. If the preselected temperature Tob 

has been reached as an indicator of the temperature of the frozen material, then the hoisting motor 

3 is actuated, and the plates are driven apart, and the frozen material is simultaneously hoisted up 

from the lower heating plate via a basket 23 that is driven upward, whereby this is done in order 

to rule out any after-heating effect on the pouch after switching off the heating plate. The swivel 

motor 6 is then switched off, and the sample is made available for further processing. 

In order to avoid local overheating, the heating plates are assembled in the following 
manner (Fig. 2): the heating conductor plate 18 is adhesively attached to a thermally and 
electrically insulating plastic sheet 19. A thin heating conductor plate 17 is applied above this. 
Contact with the frozen material is made via the copper sheet 16 whose extremely high thermal 
conductivity nullifies local differences in heat transfer without any disadvantageous local increases 
in temperature. 

The course of regulation within the collaboration of the mechanical elements and of the 
regulating system can be seen from the flow diagram in Fig. 3. 

The advantages of the process in accordance with the invention are as follows when 
applied to frozen aqueous solutions that are to be heated. 

1 . The process is independent of the mass of the sample since regulated heating and /l 1 
regulated termination of the entire heating up process take place. 

2. A temperature can be specified for the material in question, whereby termination of the 
thawing out process is possible upon reaching this temperature. In many cases, it is precisely this 
temperature that is of decisive importance for subsequent further processing of the material in 
terms of high quality as is known in e.g. the case of concentrates of living cells. 

3. Defined forced convection is produced in the sample; the temperature field that 
consequently arises in the sample is homogeneous in the desired manner, so that harmful 
devitrification or recrystallization, and the damage to the cell membranes that is associated 
therewith, can be avoided with certainty. 
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4. There are benefits in terms of costs, time, and safety since a special container is not 
required that would otherwise have to maintain the slab shape of the frozen material during the 
heating up process. 

5. Inserting the pouch plus the frozen solution into the heating apparatus is possible within 
an extremely short period of time; as a result of this, the period of undefined heating in the 
ambient atmosphere, via contact with the air, is so short that no loss in quality is produced. 

6. It is possible for auxiliary personnel to carry out the heating process, whereby this is 
increasingly decisive in regard to the feasibility of the entire process because of the increasing 

shortage of personnel in the technical medicinal sector. / 1 2 

7. An automated, defined heating process becomes possible as a result of regulating and 
ascertaining the temperature of the material in question and of the heating plates. 

8. Drying off of the sample is unnecessary, and hence there is a lower risk of bacterial 
contamination. 

Because of these advantages, the heating process is especially suitable for sensitive 
biological cell concentrates and for the process of preparing a cryoprecipitate from blood plasma 
or blood serum. For example, concentrates of frozen human bone marrow cells with a mass of 
150 g are heated from -196 0 to + 4 °C in 60 s using this process, whereby the external heat 
transfer coefficient is in the 200 - 600 W/square m K range, and a power output of 4 kW is 
delivered. An analogous procedure is followed with human lymphocytes, thrombocytes, and 
erythrocytes. 

The previous practice of heating with use being made of the water bath technique that has 
been described is suitable only to a limited extent for wide scale application and for maintaining 
the desired quality of the substances under consideration. Both factors are taken into account with 
the process in accordance with the invention. If one considers the economic importance of 
providing cryoglobulins and the increasing tendency of clinics to store and administer cell 
concentrates of units of stored blood separately per cell fraction, then far reaching significance can 
be ascribed to the advance that can be achieved with the process in accordance with the invention. 

Summarizing, reference is also made to the following point: the long-term conservation A3 
of aqueous suspensions of biological cells via low temperature processes has achieved a 
permanent position today, especially within the medicinal sector. Here, it is not only the use of 
deep frozen red blood corpuscles that can be mentioned, whose stock-keeping and inventorying 
are carried out for the most widely differing reasons such as use in operations, accidents, and 
catastrophes, but mention can also be made of the recent, promising and completely novel 
applications that arise via self donation, i.e. donation comprising stored units of blood for oneself 
Thus tumor therapy can be improved decisively by bone marrow cells, red lymphocytes, and 
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peripheral blood stem cells. An even greater demand for frozen units of blood platelets, the 
thrombocytes, is looming on the horizon via frozen units of stored blood of adequate quality. 

An economically possibly still more significant area of application of low temperature 
processes involving the use of aqueous solutions or suspensions is the provision of cryoglobulins 
from blood plasma, i.e. the cell-free liquid of the blood, for the efficient provision of plasma 
protein fractions that are needed for immunological forms of therapy or for preventive treatment. 

An essential criterion for the usability of frozen cell concentrates and cryoglobulins, which 
have been provided by low temperature treatment, is the quality that is obtained at the end of the 
process. The factors that are to be optimized in order to obtain the highest possible yield of living 
cells or purified globulins have become increasingly well known over the last few years. An aspect 
that emerges from this, in particular, is that one finds a strict dependence on the /14 

a) rate of cooling and on the 

b) rate of heating 

of the frozen material. Additional factors are involved such as, to mention only the most 
important, the following: the process for the mixing in of solutions to the liquid material and of 
agents that affect the freezing characteristics of the material, such as e.g. antifreeze agents, as well 
as the concentration and packing of the cells or globulins. However, parameters a) and b) have a 
decisive effect on the starting quality of the material that has been treated. 
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Figure 3 



Key: 1 Insert stored units of blood 

2 Drive the plates together 

3 Forced convection 

4 Heating 

5 No 

6 Heating plate temperature attained? 
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7 Surface temperature attained? 

8 Yes 

9 Drive the plates apart from one another 

1 0 Forced convection 
STOP 

1 1 Remove the stored units of blood 
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5100 Aachen 

Patentanspriiche : 

1 . Verfahren zum Erwarmen von in einem f lachen Kunststof f- 
beutel eingefrorenen wassrigen Suspensionen oder L6- 
sungen von lebender Zellsubstanz (Gefriergut) , 
dadurch gekennzeichnet, 

a) daB der Kunststof fbeutel mit dem Gefriergut zwischen 
zwei auseinanderfahrbare Heizplatten gelegt wird, 
durch die nach deren Zusammendriicken das Gefriergut 
auf eine vorgewfihlte Tempera tur erwarmt wird, 

b) daB durch gleichzeitig mit dem ErwSrmen bewirkte 
Schwenkbewegungen der Heizplatten dem Gefriergut 
eine den WSrmeiibergang beim Schmelzen erhehende 
Konvektion aufgepragt wird, 

c) und daB schlieBlich die Kunststof fbeutel mit dem 

geschmolzenen Gefriergut, wenn dieses die vorge- 

wahlte Temperatur erreicht hat, zwischen den dann 

wieder auseinandergefahrenen Heizplatten entnommen 
wird. 

20 2. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
Patentanspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Vorrichtung aus zwei wahlweise gegeneinander 
bewegbaren, zur Aufnahme eines Gefriergut enthaltenden 
Kunststoffbeutels (1) dienenden Heizplatten (2a, 2b) 
besteht, deren Heiz temperatur vorwShlbar ist und die 
von einem iiber einer feststehenden Grundplatte (15) 
bewegbaren Halteelement (14) getragen werden, das 
durch eine Schwenkvorrichtung (6, 7)- rhythmisch ellip- 
30 senfSrmig schwenkbar ist. 
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3. Vorrichtung nach Patentanspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB an der Vorrichtung -JleBeinrichtungen ( 20, 21, 
22) vorgesehen sind, die wShrend des ErwSrmungs- 
prozesses die Oberf lachentemperatur sowohl an den 
Heizplatten (2a, 2b) als auch aufien an dem Kunst- 
stoffbeutel (1) erraitteln. 



4. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zur Messung der Oberf ISchentemperatur des 
Kunststoffbeutels durch die eine Heizplatte (2a) 
Oberf lachenfuhler hindurchgef uhrt sind, die fe- 
dernd gelagert auf die Oberf lache des Kunststoff- 
beutels (1) drucken. 
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5. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi mechanisch wirkende Taster (22) vorgesehen 
sind, die federnd auf den das Gefriergut enthal- 
tenden Kunststof fbeutel (1) drucken und ein Sig- 
nal auslosen, wenn das Gefriergut vollstMndig ge- 
schmolzen ist. 



25 6. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB MeBeinrichtungen vorgesehen sind, die bei 
Erreichen der vorgewahlten Temperatur das Ausei- 
nanderfahren der beiden Heizplatten und das Ab- 
30 heben des Gefriergutes von der unteren Heizplatte 
(2b) veranlassen. 
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7. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB jede Heizplatte aus einer thermisch und 
elektrisch isolierenden Kunststof fplatte (19) 
besteht, auf die eine Heizleiterbahnp^lpS (18) 
aufgeklebt ist, auf der zunachst eine dunne 
Heizleiterp^pl (17) und dann noch eine Kupfer- 
platte (16) aufgebracht ist. 
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Verfahren and Vorrichtung zum ErwHrman ^ 

in einem flachen Kunstst nffbeutel *Hngefror e ngn 

Suspensionen oder Losung en. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und Vorrichtungen 
zum Erwarmen von in einem flachen Kunststof fbeutel ein- 
gefrorenen Suspensionen oder Losungen von lebender Zell- 
substanz, vie z.B. menschliche Blutkonserven, die nach- 
stehend als Gefriergut bezeichnet sind. 

Bei einem bekannten derartigen Verfahren ist fiir die 
rationelle Anwendung von tiefgefrorenen, lebenden Blut- 
zellen bzw. fur die rationelle Erstellung von Kryoglo- 
bulxnen die Verwendung grQfierer Einheiten von ca 50 - 
500 g Masse und die Verwendung dUnner plattenf ormiger 
Proben tiblich, die eine Schichtdicke von ca. 5 - 10 mm 
aufweisen. Bei Verwendung solcher Flatten kann eine 
emheitliche Temperaturanderungsrate , d.h. Temperatur- 
aaderuag mit der Zeit, in den Grenzen von ca. 10 % fur 
nahezu die gesamte Probenmasse, auBer der Randzone, er- 
halten werden, Oblicherweise werden die Losungen, von 
denen hier die Rede ist, in einen Kunststoffbeutel ge- 
fullt, verschweiBt und in an sich bekannter Weise in 
exnem plattenf ormigen Halter gefroren. 
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Der ErwarmungsprozeB sollte von der Temperatur- 
anderungsgeschwindigkeit her in der gleichen 
GroBenordnung wie der FrierprozeB liegen, anzu- 
streben ist jedoch eine deutlich raschereErwarmung 
als der Kiihlrate entspricht. Dadurch kann verhin- 
dert werden, daB eine Devitrif izierung und damit 
bei Zellen, z.B. intrazellulares Eis, auftritt. 
Damit wahrend des ErwSrmungsvorganges kein sich 
ungiinstig auswirkender Temperaturgradient zwischen 
dem in der geometrischen Mitte der Platte befind- 
lichen Eisblock und der erwSrmten AuBenzone auf- 
tritt, wird bei dem bekannten Verfahren dem Medium 
im Inneren des Beutels durch Schutteln eine erzwunge- 
ne Konvektion aufgepragt. Dadurch wird einerseits der 
Warmeubergang an das schmelzende Eis erhoht, anderer- 
seits eine Uberhitzung wandnaher Teilchen der waB- 
rigen LSsung vermieden. 

Bisher wird zum Erwarmen der Probe wie folgt verfahren: 

- Einbringen der plattenformig in- einen Beutel einge- 
fror^nen Probe in ein Wasserbad von z.B. 40° C; 

- Aufrechterhalten der Plattenform der schmelzenden 
Probe wShrend des Prozesses durch spezielle Halter 
bzw. Container; 

- Bewegen der Probe mit einer Frequenz von etwa 4 Hz 
bei einer Amplitude von ca. 8 cm in longitudinaler 
Richtung; 

- Nach Erreichen einer aus experimentellen Befunden 
bekannten vorgegebenen Zeit Entnahme der Beutel aus 
dem Wasserbad; 
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dung zugefuhrt. "exteren Verwen- 

i Die Nachteile dies^r- k«u 

Die 2lm Auftauen erforderliche Verweilseit , 
Wasserbad hangt stark von der Ma. * 
Schon geringe, ln der ZZ ^ l Pr ° be 
der Masse ™ einen f * f " UMlChe S *wanicun g en 
ben 2 ur Foige Z f*" 3 "'* 11 ^ "itt elwe rt ha- 

Oder unterschritten Kira . JL j^ZZ" ^ 
«*** voUstandige H^ls^^T? "~ 
Probe festzustexien, „as ft* " 

nierung der plat^T " ^ dle Poslti °- 

sctaell wie maclinh Wasserbad so 

der Tau P ro«ri„ d ««*•» ««. wei! 

- -r^tror: r n: e tor: nde Fiassi9keit 

Bedeutuno, da m,-* Q . «*ung ist auch von 

? ' da Beginn der Flfia«-iffV A 4«. u • , , 

bereits rH« 0 ~ iussi gkeitsbildung 

~*1 erZWUn9ene *» *r Probe L- 

fordert entweder bereits das Lag ern der Probe in 
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entsprechenden Containern, was den Aufwand je Pro- 
be betrachtlich erhSht, oder das Einb.ringen der Pro- 
be in einen Container oder Halter erst in der tief- 
kalten Atmosphare, was mit den bekannten Schwierig- 
keiten (Vereisung, ungewollte Erwarmung der Probe, 
Erfrierungsgefahr fiir die HSnde des Personals) , ins- 
besondere bei der im medizinischen Bereich iiblichen 
Lagerung in Fliissigstickstof f , verbunden ist. 



4. Die erforderliche Abtrocknung der Probe bringt zu- 
satzlichen Zeitverlust und Arbeitsaufwand. Die Ab- 
trocknung 1st unbedingt erforderlich, weil iiblicher- 
weise nachfolgende sterile Handhabung vorauszusetzen 
ist; Wasserreste an entsprechenden Ein- oder Aus- 
15 laBstutzen machen die Sterilitat zunichte. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die 
Nachteile des bekannten Verfahrens zu vermeiden und 
ein verfahren zu schaffen, das das Erwarmen von in 
einem flachen Kunststoffbeutel eingefrorenen wassrigen 
Suspensionen oder LSsungen in einfacher, aber doch si- 
cherer Weise ermSglicht , Diese Aufgabe ist gemaB 
der Erfindung durch das in dem Patentanspruch gekenn- 
zeichnete Verfahren gelost. 
25 Dieses Verfahren wird in folgender Weise durchgef iihrt : 
die plattenf ormig je in einem Beutel eingefrorenen 
Proben werden mit Hilfe elektrischer WSrme durch Warme- 
leitung aufgewarmt. Dazu werden die Proben zwischen 
zwei Metallplatten eingebracht, die durch elektrischen 
30 Strom beheizt werden. Die Oberf lachentemperatur T 

dieser Heizpiatten wird auf einen vorgebbaren Werfein- 
gestellt, der im Bereich von 40 • c oder hoher liegen 



kann. t 



wird mit Hilfe einer geeigneten, an sich be- 
kannten Regelung auf diesem Wert gehalten, wobei eine 
35 maximale Abweichung im Bereich von 1°c vom eingestell- 
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ten mittleren Temperaturwert zugelassen wird. Wahrend 
des Aufwarmprozesses wird weiterhin die Oberflachen- 
temperatur T QB aufien am Kunststof fbeutel gemessen, die 
als Indikator fur die Temperatur T z im Beutel verwen- 
det wird. Dazu ist lediglich die Kenntnis der thermi- 
schen Eigenschaf ten der jeweils den Beutel bildenden 
Kunststoff-Folie notwendig, woraus die Temperaturdif- 
ferenz zwischen T x und T QB mit den Gesetzen der Warme- 
iibertragung berechnet werden kann; die Differenz liegt 
in der GroBenordnung von 5°C. Die Beutel-Oberf lachen- 
temperaturO©ird ebenfalls vorgegeben und fur die Been- 
digung des Aufheizvorganges verwendet: sobald T er- 
reicht ist, werden die Heizplatten von der Probe ent- 
fernt. Zusatzlich wird dem Gefriergut wahrend des Er- 
warmungsprozesses eine er zwungene ■ Konvektion aufgepragt, 
indem das gesamte System "Heizplatte / Gefriergut" mit 
einer entsprechenden Relativbewegung versehen wird. 
Zur ErhShung des Warmeubergangskoef f izienten an der 
Phasengrenze "eisformig - fliissig" im teilweise aufge- 
tauten Material wird eine spezielle Bewegung in der 
Weise aufgepragt, daB eine StrSmung der Flussigkeit, 
z.B. vornehmlich parallel zur Eisfront erfolgt. Dazu 
wird das System Gefriergut - Heizplatte z.B. ellipsen- 
formig bewegt. Die Bewegungsfrequenz liegt im Bereich 
1 - 10/s, die Auslenkung bei 5-20 cm. 

Die Vorzuge dieses Verfahrens sind vielfaltig und fur 
das angestrebte Ziel der Qualitatsverbesserung und 
Qualitatsreproduzierbarkeit von ausschlaggebender Be- 
deutung. Es erfUllt die Forderungen nach definierter 
Temperatur im aufgewarmten Gut, nach Sicherheit in der 
Handhabung und nach Unabhangigkeit von der genauen 
Masse des Gefriergutes. 
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Eine technische Ausgestaltung kann z.B. in folgen- 
der Weise vorgenommen werden: 

Der Kunststoffbeutel mit dem gefrorenen Gut 1 (Abb.1, 
4,5) wird zwischen die auseinandergestellten Heizplat- 
ten 2a, 2b gelegt. Dadurch wird ein Kontakt durch eine 
Lichtschranke Oder mechanisch geschlossen, wodurch der 
Stellmotor 3 Obex Ritzel 4 und Zahnstange 5 die Heiz- 
platten zusammenfMhrt. Durch in Richtung des Hubes wir- 
kende Federn ;5b wird die Heizplatte definiert auf 
den Kunststoffbeutel gepreflt. Ein Gelenk 5a am Ende der 
Zahnstange, als Verbindung zwischen Zahnstange und Heiz- 
platte ausgebildet, ermoglicht die Anpassung der Heiz- 
plattenauflageflache an nicht exakt planparalleles Ge- 
friergut. Anschlieflend setzt der Schwenkmotor 6 iiber 
Drehscheibe und Kurbelstange 7 bzw. Planetenrad 7b und 
Sonnenrad 7a das Halteelement 14 in Bewegung, wodurch 
in dem Gefriergut zu Beginn des Schmelzens eine er- 
zwungene Konvektion in der vorstehend beschriebenen 
Weise erzeugt wird; dabei bewegt sich Halteelement 14 
relativ zur Grundplatte 15. Gleichzeitig werden die 
Heizplatten auf die gewahlte Tempera tur T QH erwarmt. 
WMhrend des Prozesses werden in den Heizplatten 2a und 
2b mit Hilfe von Thermof ilhlern 9, 10 und mechanischen 
Tastern 11 die Temperaturen der Heizplatten T QH des 
Gefriergutes auBen am Folienbeutel T QB und das fort- 
laufende Schmelzen des Eises durch den mechanischen 
Taster in Verbindung mit einer LSngenmeBeinrichtung 
erfafit. Die Thermoelement e sind aus Kupferkonstantan- 
Paarungen erstellt. In den Kupferplatten 16 (Abb. 2) 
sind Fiihler zur xMessung von T QH 20 eingelotet; zur 
Messung von T QB sind Oberf lachenf uhler 21 durch die 
Heizplatte auf den Kunststoffbeutel durchgefuhrt und 
driicken federnd gelagert auf die MeBstellen, urn eine 
weitgehend verf alschungsfreie Messung von T QB zu er- 
meglichen. Der mechanisch wirkende Taster 22 ist eben- 
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1 falls federnd auf das Gefriergut gefiihrt, so daB er 
mit zunehmendem Schmelzen tiefer in die bereits flus- 
sige LQsung eindringt. 1st kein Eis mehr vorhanden, 
durchmiflt der Taster die voile Tiefe des Gefriergutes 
5 und betatigt eine akustische und optische Anzeige zum 
Hinweis auf das Ende des Schraelzprozesses. Der Auf- 
warmvorgang kann dadurch jetzt schon beendet werden. 
1st die vorgewahlte Temperatur T QB als Indikator fur 
die Gefrierguttemperatur erreicht, werden der Hubmo- 
0 tor 3 betatigt, die Platten auseinandergefahren und 
das Gefriergut gleichzeitig mit einem hochgefahrenen 
Korb 23 von der unteren Heizplatte abgehoben, urn nach 
erfolgter Abschaltung der Heizplatte einen Nachheiz- 
effekt auf den Beutel auszuschalten. Dann wird der 
5 Schwenkmotor 6 abgeschaltet und die Probe ist zur 
Weiterverarbeitung bereitgestellt. 

Die Heizplatten sind zur Vermeidung ortlicher tiber- 
hitzungen in folgender Weise aufgebaut (Abb. 2) : 
auf eine thermisch und elektrisch isolierende Kunst- 
stoff platte 19 ist die Heizleiterplatte 18 aufgeklebt. 
Daruber ist eine diinne Heizleiterplatte 17 aufgebracht. 
Der Kontakt zum Gefriergut wird mit der Kupferplatte 
16 hergestellt; durch deren extrem hohe WarmeleitfMhig- 
keit werden ortliche warmetibergangsunterschiede ohne 
nachteilige Srtliche Temperaturerhohungen ausgeglichen. 

Der Regelungsablauf innerhalb des Zusammenwirkens der 
mechanischen Elemente und des Regelsystemes ist dem 
Plufidiagramm Abb. 3 zu eritnehmen. 

Die Vorteile des erf indungsgemSflen Verfahrens in der 
Anwendung auf zu erwarmende gefrorene waBrige Losungen 
sind : 
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1 1. Unabh&ngigkeit des Prozesses von der Probenmasse, 
da eine geregelte Beheizung und eine geregelte Be- 
endigung des Gesamtaufwarmprozesses erfolgt. 

5 2. Vorgabe einer Guttemperatur und bei Erreichen 

dieser Temperatur ist die Beendigung des Auftau- 
vorganges moglich. Gerade diese Temperatur ist 
fur die sich anschlieBende Weiterverarbeitung des 
Materials in vielen Fallen von entscheidender Be- 
10 deutung fiir die gute Qualitat, wie z.B. fur den 

Fall von Konzentraten lebender Blutzellen bekannt 
ist. 



3. Definierte erzwungene Konvektion in der Probe; 
15 das sich dadurch ergebende Temper at urf eld in der 

Probe ist in gewiinschter Weise homogen, so daB 
die schSdigende Devitrif izierung Oder Rekristalli- 
sation mit Sicherheit vermieden werden kann y SQWie 
die damit verbundene Schadigung der Zellmembranen. 

20 

4. Kosten-, Zeit- und Sicherheitsgewimi, da kein spe- 
zieller Container erforderlich ist f der sonst dem 
Gefriergut die Plattenform wahrend des Aufwarmpro- 
zesses erhalten muB. 

25 

5. Einlegen des Beutels mit der gefrorenen Losung 
in die Aufwarmapparatur innerhalb kurzester Zeit 
moglich; dadurch wird die Zeit des undef inierten 
ErwSrmens in ider Umgebungsatmosphare durch den 

30 Kontakt zur Luft so kurz f daB keine Qualitatsein- 

bufie entsteht. 



35 



6. Durchf iihrung des Erwarmungsprozesses durch Hilfs- 
krafte moglich, was in Hinsicht auf groBer wer- 
dende Personalknappheit im medizinisch-technischen 
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Bereich immer ausschlaggebender fur die Durch- 
fvihrbarkeit des Gesamtverfahrens ist. 

7. Automatisierter, definierter ErwarmungsprozeB 
durch Regelung und Erfassung der Gut- und Heiz- 
plattentemperatur . 

8. Kein Abtrocknen der Probe erf order lich und damit 
geringere Gefahr der bakteriellen Kontamination . 

Aufgrund dieser Vorziige ist das Erwarmungsverfahren 
besonders geeignet fur empf indliche biologische Zell- 
konzentrate und fiir den HerstellungsprozeB von Kryo- 
prazipitat aus Blutplasma oder Blutserum. Beispiels- 
weise werden Konzentrate gefrorener menschlicher Kno- 
chenmarkzellen mit der Masse 150 g mit diesem Ver- 
fahren in 60 s von -196° auf +4°C erwSrmt, wobei der 
auBere Warmeiibergangskoeff izient im Bereich von 200 - 
600 W/qm K liegt und eine Heizleistung von 4 kW auf- 
gebracht wird. Analog wird mit menschlichen Lympho- 
zyten, Thrombozyten und Erythrozyten verfahren. 

Die bisherige Praxis des Erwarmens unter Verwendung 
der beschriebenen Wasserbadtechnik ist fiir eine weit- 
verbreitete Anwendung und zum Erhalt der gewvinschten 
Qualitat der betrachteten Substanzen nur bedingt ge- 
eignet. Beiden Faktoren wird mit dem erf indungsgemS- 
Ben Verfahren Rechnung getragen. Berucksichtigt man 
die wirtschaftliche Bedeutung der Erstellung der Kryo- 
globuline und die zunehmende Tendenz der Kliniken, 
Zellkonzentrate aus Blutkonserven pro Zellfraktion 
getrennt zu lagern und zu -verabreichen, dann kann 
dem mit dem erf indungsgemSBen Verfahren zu erzielen- 
den Fortschritt eine weitreichende Bedeutung zuge- 
messen werden. 
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Zusammenfassend wird noc h auf folgendes hingewiesen: 
Die Langzeitkonservierung waBriger Suspensionen von 
biologischen Zellen durch Tief temperatur-Verf ahren 
hat heute einen festen Platz, insbesondere innerhalb 
des medizinischen Bereiches, inne. Hler ist nicht 
nur die Verwendung tiefgefrorener rater Blutkor-per-ehen 
zu erwahnen f deren Lagerhaltung und Bevorratung aus 
verscfaiedensten Griinden, wie Einsatz bei Operationen, 
Onf alien und Katastrophen, durchgefiihrt wird, sondern 
xn jtingster Zeit auch aussichtsreiche, vSllig neuarti- 
ge Anwendungen, die sich durch die Eigenspende, d.h. 
die Spende aus der Konserve, fur sich selbst ergeben. 
So kann die Tumortherapie durch Knochenmarkszellen ro- 
ter Lymphozyten und periphere Blutstammzellen entschei- 
dend verbessert werden. Ein noch groflerer Bedarf an ge- 
frorenen Einheiten von Blutpiattchen, den Thrombozyten, 
zexchnet sich bei hinreichender Qualitat der gefrorenen 
Konserve ab . 



Ein wirtschaftlich mSglicherweise noch bedeutenderer An- 
wendungsbereich der Tief temperatur-Verf ahren in der An- 
wendung auf waBrige LSsungen oder Suspensionen ist die 
Erstellung von Kryoglobulinen aus dem Blutplasma, d.h 
der zellfreien Fliissigkeit des Blutes, zur rationellen 
Erstellung von PlasmaeiweiBfraktionen, die fur immuno- 
logische Therapieformen oder zu vorbeugender Behandlung 
ben6tigt werden. 
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Wesentliches Kriterium der Anwendbarkeit sowohl gefro- 
rener Zellkonzentrate wie durch Tief temper aturbehand lung 
erstellter Kryoglobuline ist die bei Ende des Prozesses 
erhaltene Qualitat. In den letzten Jahren sind die Ein- 
fluBgrSBen, die es zum Erhalt einer moglichst hohen Aus- 
beute an lebenden Zellen bzw. purif izierten Globulinen 
zu optimieren gilt, immer besser bekanntgeworden. i„ s - 
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besondere kristallisiert sich heraus, daB eine strenge 
Abhangigkeit von der 

a) Abkiihlrate und der 

b) Erwarmungsrate 

des Gefriergutes vorhanden 1st. Weitere Faktoren kommen 
hinzu, wie Zumischungsverfahren von Losungen zum fliissi- 

Gu *' von das Gefrierverhal.ten .des. Gutes bee-i-n-f-l-u^en- 
den Agenzien, wie z.B. Gefrierschutzmittel und auch Kon- 
zentration und Packung der Zellen bzw. Globuline, um die 
wichtigsten zu nennen. Entscheidenden EinfluB auf die 
Ausgangsqualitat des behandelten Gutes haben jedoch die 
Parameter a) und b) . 
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Abb. 1 




Abb. 2 
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Abb. 3 




Abb. 5 



